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_Resumo
O recente desenvolvimento da tecnologia de sequenciação de nova geração 
(NGS) revolucionou o diagnóstico molecular das doenças genéticas raras, de 
dif ícil diagnóstico, tais como as doenças mitocondriais. O estudo destas pa-
tologias foi implementado em 1993 pelo nosso grupo e até à data foram in-
vestigados mais de 2500 doentes portugueses. Muitos destes doentes ainda 
não dispõem de diagnóstico molecular, pelo que foi desenvolvida uma es-
tratégia de NGS para a identif icação da mutação causal. A sequenciação de 
um painel de 209 genes nucleares associados a doenças mitocondriais e do 
DNA mitocondrial completo por NGS, foi realizada num sequenciador MiSeq 
(I l lumina). O estudo de 145 doentes permitiu identif icar 41 mutações causais 
e caraterizar 35 doentes. Esta investigação contribuiu para esclarecer a etio-
logia molecular destes doentes (35/145; 24%), ii) alargar o espetro mutacional 
destas patologias e, i i i ) oferecer um aconselhamento genético e um eventual 
diagnóstico pré-natal aos casais em risco. O desenvolvimento de um painel, 
específ ico para estas patologias, tem um caráter inovador e reforça o nosso 
Centro como laboratório nacional para o estudo e investigação de doenças 
mitocondriais.
_Abstract
Recent development of high throughput, next-generation sequencing (NGS) 
technology has revolutionized the research and molecular diagnosis of hard-
to-diagnose genetic disorders such as mitochondrial disorders. The study of 
these diseases was implemented in 1993 by our group and to date more than 
2,500 Portuguese patients have been investigated. As many of these patients 
do not yet have molecular diagnosis, an NGS strategy was developed to iden-
tify the causal mutation. NGS was per formed in a MiSeq I l lumina instrument 
using a custom mitochondrial gene panel with around 209 genes involved in 
mitochondria metabolism and the entire human mitochondrial genome. The 
study of 145 patients al lowed the identif ication of 41 causal mutations and the 
molecular characterization of 35 patients. This investigation contributed to i) 
identify the pathogenic mutations in the studied patients (35/145; 24%), i i) ex-
pand the mutational spectrum in the etiology of these disorders, and i i i ) pro-
pose an accurate genetic counseling. Custom design panels have been widely 
used for molecular heterogeneous disorders however, the development of this 
panel wil l be innovative in our country strengthening our Center as a national 
reference for the study and research of mitochondrial disorders.
_Introdução
As doenças mitocondriais constituem um importante grupo de 
doenças hereditárias do metabolismo de expressão clínica e 
genética heterogénea. A maioria das doenças mitocondriais 
descritas é causada por disfunções ao nível do sistema 
da fosforilação oxidativa (OXPHOS), originando consequen-
temente uma deficiente produção de energia. O correto 
funcionamento do OXPHOS resulta de uma interação coorde-
nada entre o genoma nuclear e mitocondrial. Assim, estas 
doenças podem ser causadas por alterações no genoma mi-
tocondrial, no genoma nuclear ou na interação entre os dois 
genomas (1,2). Estas disfunções podem afetar qualquer órgão 
ou tecido do organismo, embora o músculo-esquelético, o 
músculo cardíaco e o sistema nervoso central sejam os mais 
afetados, devido à sua elevada dependência do metabolismo 
energético (3). Aproximadamente 1:5.000 indivíduos na popu-
lação adulta e infantil são portadores deste grupo de doen-
ças raras ou correm o risco de as virem a desenvolver. Estas 
doenças são uma causa comum de mortalidade e/ou morbili-
dade crónica, não estando disponível, salvo raras exceções, 
nenhuma terapia eficaz (4). Estima-se que 30-40% dos do-
entes afetados, na sua maioria de idade pediátrica, não dis-
põem de diagnóstico molecular.
As vias metabólicas envolvidas na comunicação mito-nuclear 
são complexas, e segundo a literatura, o proteoma mitocon-
drial possui cerca de 1500 proteínas com um número de genes
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candidatos equivalente (5,6). Todos estes genes podem ser 
considerados potenciais candidatos para estas doenças, no 
entanto até à data cerca de 200 genes apresentam mutações 
causais descritas. 
O estudo destas patologias foi implementado em 1993 pelo 
nosso grupo e até à data foram investigados mais de 2500 
doentes clinicamente suspeitos de doença mitocondrial. 
Estes doentes têm sido selecionados por clínicos especiali-
zados nas áreas de neurologia, pediatr ia, neuropediatria, 
entre outras, com o objetivo de esclarecer a sua respetiva 
etiologia molecular. Os estudos moleculares realizados per-
mitiram diagnosticar grande parte destes doentes, no entan-
to alguns continuam sem a identif icação da mutação causal.
A aplicação da tecnologia de sequenciação de nova geração 
(NGS) ao diagnóstico molecular destas patologias é inovadora 
no nosso país e reforça o nosso Centro como laboratório na-
cional para o estudo e investigação de doenças mitocondriais. 
_Objetivo 
Desenvolver uma estratégia de NGS para a identificação das 
mutações causais em doentes suspeitos de doenças raras, no-
meadamente doenças mitocondriais, de um modo mais rápido 
e a um custo acessível. 
_Doentes e métodos
Foram estudados 145 doentes, provenientes de vários Centros 
Hospitalares do país, com suspeita clínica bioquímica e/ou his-
tológica de doença mitocondrial. Estes doentes têm sido inves-
tigados ao nível molecular no nosso laboratório durante vários 
anos, pelo método clássico de Sanger, no entanto a sua etiolo-
gia molecular continua por esclarecer.
O DNA genómico foi extraído a partir de sangue periférico uti-
lizando o kit QIAamp DNA Blood (QIAGEN).
O NGS foi realizado num sequenciador MiSeq (I l lumina), atra-
vés da util ização de um painel desenhado, de acordo com 
a metodologia SureSelect QXT da Agilent, com 209 genes 
nucleares associados a doenças mitocondriais, assim como 
pela sequenciação do DNA mitocondrial completo (mtDNA), 
uti l izando a metodologia Nextera XT da I l lumina (figura 1). 
Este sequenciador foi adquirido através do projeto de inves-
tigação do NORTE 2020 (NORTE-01-0246-FEDER-000014 
DESVENDAR “DEScobrir, VENcer as Doenças rARas”). 
As sequências geradas pelo Miseq (f icheiros FASTQ) foram 
alinhadas com o genoma humano de referência NCBI 
(GRCh37/hg19), util izando o algoritmo Burrows-Wheeler 
(BWA) do sof tware Surecal l, e com o genoma mitocondrial 
de referência através do sof tware SeqMan (DNASTAR), res-
petivamente (figura 1).
Em relação ao painel de genes nucleares, a deteção e anota-
ção das variantes de nucleotídeo único (SNVs) e das peque-
nas inserções/deleções (INDELs) foram realizadas utilizando 
programas comerciais disponíveis (Surecall e Annovar ). As 
variantes foram filtradas tendo em conta o tipo de mutação, 
a frequência populacional, a presença em bases de dados 
(dbSNP, HGMD, ClinVar, etc.), preditores in-si l ico, etc. Para o 
mtDNA a deteção de variantes foi realizada com o sof tware 
SeqMan (DNASTAR) e cada variante identif icada foi pesquisa-
da na base de dados Mitomap (7) (figura 1). 
As variantes já classif icadas como mutações patogénicas 
ou com previsões in-si l ico sugestivas de patogenicidade, 
foram confirmadas pela sequenciação tradicional de Sanger. 
Quando disponíveis amostras de outros membros da família 
realizaram-se estudos de co-segregação.
_Resultados
Através da sequenciação do painel de genes nucleares 
nos 145 doentes obteve-se uma média de 4.193.476 
leituras/amostra e uma profundidade de leitura média de 
213X por amostra. A média de variantes identif icadas para 
cada amostra foi de 438 e após a análise destas, f i ltrando 
através de vários parâmetros, identif icamos a mutação ou 
mutações patogénicas em genes nucleares em 29 casos. 
Em oito casos encontraram-se mutações em homozigotia e 
nos restantes 21 identif icaram-se mutações em heterozigo-
tia, em genes com hereditariedade autossómica dominante 
ou recessiva. A maioria das mutações identif icadas não se
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encontra descrita na literatura (n=21), no entanto localizam-se 
em genes recentemente associados a estas doenças com um 
número ainda reduzido de mutações descritas. 
Através da sequenciação do genoma mitocondrial completo 
foram identif icadas mutações patogénicas em seis casos, 
tendo sido descritas pela primeira vez neste estudo. 
Dos 145 doentes sequenciados, identif icaram-se mutações 
patogénicas associadas a doença mitocondrial em 35 (24%). 
Todas as mutações foram confirmadas e efetuaram-se estu-
dos famil iares de co-segregação. 
_Discussão
A tecnologia de NGS tem revolucionado o diagnóstico mole-
cular destas doenças, uma vez que tem capacidade de gerar 
uma enorme quantidade de dados num curto espaço de 
tempo a um custo acessível. Esta abordagem é ideal para 
uma vasta gama de aplicações, tais como: a sequenciação de 
um conjunto de genes previamente selecionados (painéis de 
NGS) ou a sequenciação do exoma humano completo (WES) 
ou do genoma humano completo (WGS) (8,9). O NGS está a 
ser aplicado a várias áreas, principalmente na investigação de 
doenças raras e do cancro e permite a multianálise de genes 
(1) As reg iões de interesse são preparadas ut i l i zando o k i t Nex tera XT (mtDNA) e o k i t Surese lect QXT (pa ine l de genes nuc leares). 
(2) A pool equ imolar das amostras preparadas é sequenciada no MiSeq. (3) As sequências obt idas ( f iche i ros FASTQ) são a l inhadas 
contra os respet ivos genomas de referênc ia e as var iantes são detetadas ut i l i zando a lgor i tmos d isponíve is em programas como 
o Sureca l l (pa ine l de genes nuc leares) e o SeqMan (mtDNA). As var iantes são anotadas ut i l i zando o programa SeqMan (mtDNA) e 
wANNOVAR (pa ine l de genes nuc leares). (4) A interpretação e f i l t ro das var iantes são efetuados através da pesquisa em bases de 
dados. (5 ) As var iantes patogénicas ou provave lmente patogénicas são conf i rmadas pe lo método de Sanger. 
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Figura 1: Fluxo de trabalho utilizado na sequenciação de nova geração do DNA mitocondrial e do painel de genes nucleares. 
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diferentes na mesma corrida proporcionando efetuar uma me-
dicina personalizada com base na epidemiologia molecular.
O presente estudo possibilitou esclarecer a etiologia molecu-
lar de 24% dos doentes estudados, contribuindo para o seu 
diagnóstico definitivo. Se compararmos a percentagem de 
casos positivos com a obtida noutros estudos, verif icamos 
que os resultados são sobreponíveis (10,11). Os doentes que 
após esta primeira abordagem permaneçam sem diagnóstico 
molecular irão ser selecionados para WES, na tentativa de se 
identif icarem novos genes associados a estas doenças raras 
de difícil diagnóstico. 
A aplicabil idade de plataformas de NGS provou ser uma fer-
ramenta essencial para atingirmos um diagnóstico f inal para 
estes doentes, uma vez que é muito dif íci l obter estes resul-
tados pelo método tradicional, por ser um método bastante 
moroso e dispendioso.
_Conclusão
A tecnologia de NGS é extremamente versátil e permite assim 
num único teste sequenciar um elevado número de genes de 
um modo mais rápido e económico, sendo considerada no 
atual estado da arte o novo gold-standard em diagnóstico ge-
nético. A transferência desta tecnologia da investigação para 
a rotina laboratorial vai melhorar o diagnóstico das doenças 
mitocondriais e permitir oferecer um aconselhamento genéti-
co e diagnóstico pré-natal às famílias afetadas.
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